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Fisiologia. — /nterpretazione della curva di dissociazione dell’Hb
allo stato di dimero (Interazione extramolecolare) . Nota di Gioraio
Torerri, AporLro PiNI e RoporLro MARGARIA, presentata ¢ dal
Socio R. MARGARIA.

- Ad elevata forza ionica la molecola di emoglobina tende a passare dallo
stato di tetrapolimero (Hb,) a quello di dimero (Hb,) (Rossi Fanelli e coll.
1961) [1].

L’equilibrio fra Hb, ed ossigeno pud venire allora espresso, applicando
la legge d’azione delle masse alle reazioni

Hb.4+-0, === Hb,O." e HbL,0,40O, —= Hb,O,
dalla formula:

K1P02+ 2 K] széz
2 (1+Kx Py + K: K, P )

(1) S =

I valori di K, e K, sono facilmente calcolabili col metodo delle estrapolazioni
(Margaria e coll.) [2—-3] usufruendo delle equazioni

(2) S:%K2P02+-.-
I I
(3) I—-SZ?TPOQ

Senonché i valori delle costanti, cosi calcolati sui dati di Rossi Fanelli e
coll. [4] non soddisfano le curve sperimentali.

Questi Autori hanno messo in evidenza un «effetto paradosso», che con-
siste in un accentuarsi della forma sigmoide della curva di dissociazione
quando I’Hb passa dalla condizione di tetrapolimero a dimero, contrariamente
a quanto ci si dovrebbe aspettare da una interazione fra soli due emi invece
che quattro.

Poiché con I'aumentare della forza ionica aumenta l'interazione intra-
molecolare (Torelli e coll. 1963) [5], e questa consisterebbe in una inibizione
della ossigenazione di un eme sostenuta dalla presenza di un eme ridotto
nella stessa molecola, si pud supporre che in soluzioni ad elevata forza ionica,
necessaria per trasformare I’Hb in dimero, !’interazione aumenti in modo
tale che anche emi ridotti di molecole vicine intervengano in misura apprez-
zabile nell’inibire I'ossigenazione degli emi; si realizzerebbe in tal caso una
interazione extramolecolare.

(*) Dall’Istituto di Fisiologia Umana dell’Universitd di Milano.
(**) Nella seduta del 10 giugno 1964.
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Poiché le prime reazioni di ossigenazione vengono gia inibite dall’intera-
zione intramolecolare, I'interazione extramolecolare si rendera particolarmente
evidente nella inibizione dell’ultima reazione di ossigenazione e cio¢, nel caso
della molecola contenente due soli emi, in una diminuzione del valore di K, .

L’interazione extramolecolare ¢ non solo tanto maggiore quanto maggiore
¢ la forza ionica, ma anche quanto minore ¢ la distanza media di un eme
ridotto da un eme di un’altra molecola di Hb in via di ossigenazione: in tal
caso essa diminuirebbe con la saturazione, e conseguentemente il valore di
K. dovrebbe aumentare con la saturazione fino a raggiungere un valore limite,
per I'assenza di interazione, a completa saturazione.

Questo valore puo essere calcolato per tutte le saturazioni mediante
'equazione 1, quando il valore di K, sia stato previamente determinato a
mezzo dell’equazione 2.

Denominando Ky il valore massimo di K,, quale risulta essere ad S =T,
linterazione extramolecolare, analogamente a quanto & stato fatto per
quella intramolecolare, pud essere espressa, ad ogni valore di saturazione,
dal rapporto

Ky

m:Kz.

INTERAZIONE EXTRAMOLECOLARE SULL’Hb DIMERO.

I1 calcolo ¢ stato applicato alle curve di dissociazione ottenute da Rossi
Fanelli e coll. [4] su una soluzione di Hb, in fosfati alla concentrazione 2 M,
e da Antonini [6] in fosfati 0,3 M e NaCl 2 M (hg. 1).
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Fig. 1. — Curva di dissociazione di una soluzione di Hb, umana (peso molecolare
medio 38 X 10%; T 20°; pH 7) in soluzione di fosfati 0,3M e NaCl 2 M. (Antonini) [6].

Sono anche indicate le estrapolazioni secondo il metodo di Margaria e coll. [2-3] che definiscono il valore
di K; dalla (2) e di Ky dalla (1).
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Nelle figure 2 e 3 sono illustrate le singole frazioni dei composti inter-
medi dell’Hb, in funzione della saturazione, determinate come & stato de-
scritto da Margaria e coll. [3]; ¢ anche indicato il valore del fattore 7z, espres-
sione dell’interazione extramolecolare ai diversi valori di saturazione.
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Fig. 2. — Singole frazioni dei composti intermedi dell’Hb. in funzione
della saturazione ottenute dai dati di Rossi-Fanelli e coll. {4] per una
soluzione di- emoglobina alla concentrazione in fosfati 2 M.

Sono pure indicati la concentrazione molare di Hb, contenente almeno un eme ridotto in
funzione della saturazione, ed i diversi valori di 7 ai corrispondenti valori di saturazione.

La distanza media tra le molecole in mp, &, pud essere determinata
approssimativamente, partendo dal presupposto che le molecole siano punti-
formi, dall’espressione:

1

4) d=- X 10° mep. .
VYNC

Essendo N il numero di Avogadro e C la concentrazione molare dell’Hb,
contenente almeno un eme ridotto.

Nella fig. 4 la distanza media fra le molecole e il valore di # & posto
in funzione della concentrazione di Hb, contenente almeno un eme ridotto.

La relazione tra il coefficiente 7, e la distanza & media fra le molecole &
infine rappresentata nel grafico della figura 5.

Entro i limiti di errore dovuto al fatto che non la totalitd delle mole-
cole di Hb, & scissa in due unitd, e trascurando i dati relativi a bassi valori
di saturazione, dove l'errore dovuto al presupposto che la molecola sia
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Fig. 3. — Come la precedente per una soluzione di Hb, in fosfati 0,3M e NaCl 2M
(Antonini) [6].

puntiforme ¢ maggiore, la curva della fig. 3 tende ad essere una retta defi-
nita dalla equazione log 7 = log @ — 2 log &, ovvero dalla

(5) m=
ove a & una costante che dipende dalla forza ionica, ed ha un valore di 3.720
nel caso della soluzione di Hb, in fosfati 2 M. .
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Fig. 4. - 'Distanza media fra le molecole e valore di 7 in funzione della concen-
trazione di [Hb] contenente almeno un eme ridotto.

@ Soluzione di Hb, dai dati di Rossi-Fanelli e coll.[4]. /\ Soluzione di Hb, dai dati di Antonini [6].
QO Soluzione di Hb4 dai dati di Rossi-Fanelli e coll. [4].
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Quando I'Hb viene scissa allo stato di dimero 1n ambiente acido (pH << 4)
o basico (pH > 11) il valore 7= di Hill tende a diventare prossimo a 2 [7].
La curva di dissociazione dell’Hb, diventa cio¢ meno sigmoide. L’accentuata
sigmoidicita della curva di dissociazione del dimero Hb, ottenuto, invece
che per una forte variazione del pH, per un forte aumento della forza ionica
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Fig. 5. — Relazione fra il coefficiente 72 e la distanza & per
una soluzione in fosfati 2 M (linea continua). La linea trat-
teggiata & predetta per una concentrazione in fosfati 0,25 M.

® /\ O Come per la figura precedente.

¢ quindi presumibilmente I'espressione di un aumento dell’interazione soste-
nuto dall’elevata concentrazione degli ioni nella soluzione, e non dalla depo-
limerizzazione della molecola dell’Hb,.

INTERAZIONE EXTRAMOLECOLARE SULL’Hb TETRAPOLIMERO.

Poiché I’equazione di Adair [8] semplificata [3, 5, 9] non descrive soddi-
sfacentemente la curva di dissociazione per 'O, dell’Hb, in soluzione di fo-
sfati 0,25 M [5], ¢ stata avanzata l'ipotesi che anche in questa condizione
Pinterazione estramolecolare entri in gioco.

Con un metodo analogo a quello descritto per I'Hb allo stato di dimero
e stat;a determinata dapprima la relazione esistente fra interazione extramo-
lecolare, espressa dal valore di #, e la concentrazione dell’emoglobina con-
tenente almeno un eme ridotto (fig. 6) e quindi la relazione fra interazione
extramolecolare e distanza media fra molecole interreagenti (fig. 3).
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Dalla fig. 6 si rileva che l'interazione extramolecolare assume valori
apprezzabili (>1,2) solo a valori di saturazione <C 0,4 per valori di concen-
trazione di molecole di Hb, contenente almeno un eme ridotto >0,35X 104

L’interazione extramolecolare non raggiunge mai in ogni modo valori
molto elevati perché & basso il valore di forza ionica.

Poiché passando da un valore di concentrazione in fosfati di 2 M a un
valore di 0,25 M, log 72 diminuisce di 0,45 (vedi fig. 4 della precedente comu-
nicazione), la curva della funzione (5) per una concentrazione di fosfati di
0,25 M si dovrebbe trovare spostata in basso di questo valore rispetto a
quella corrispondente alla soluzione di Hb, in concentrazione 2 M di fosfati.
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Fig. 6. — Come le figure 2 e 3 per Hb, in soluzione di fosfati 0,25 M
(Rossi-Fanelli e coll.) [4].

Dai dati sperimentali raccolti in fig. g risulta che questo ¢ effettivamente
lordine di grandezza della variazione. Questi dati paiono indicare che la
funzione (5) si applichi quindi anche a pit bassi valori di concentrazione
ionica.

In conclusione sia l'interazione intra che extra-molecolare sembrano
dipendere. dalla forza ionica. L’interazione extramolecolare risulta inoltre
essere inversamente proporzionale al quadrato della distanza tra l’eme in
questione e un eme ridotto.

Questo rilievo suggerisce l'ipotesi che l'interazione sia legata ad una
variazione del campo elettrico provocato dalla vicinanza di un eme ridotto-
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